
ผลการทดลอง

3.1.1 ความสามารถในการกระจายนำมันดิบของ Bacillus licheniform is ¥ 2 . 2  

บนอาหารแข็งแอลบี

จากการทดสอบความสามารถในการกระจายนำมันติบของ B acillus licheniformis 

สายพันธุ ¥ 2 . 2  โดยการขีดเช้ือลงบนอาหารแข็งแอลบีท่ีมีนำมันดิบ ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
ราดทับปกคลุมผิวหน้าของอาหารอย่างสม๋ําเสมอ ทำการบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 24-72 ช่ัวโมง พบว่า B acillus licheniform is ¥ 2 . 2  จะปล่อยสารที่สามารถกระจาย 
นํ้ามันติบบนอาหารเล้ียงเช้ือ ดังแสดงในรูปท่ี 22

3. 1 การศึกษาสมบัติบางประการของเชือ Bacillus licheniformis ¥2. 2

รูปท่ี 22 แสดงการกระจายนำมันดิบของ Bacillus licheniform is ¥2. 2 โดยวิธีขีดเชือลงบน 
อาหารแข็งท่ีมีน,ามันดิบปกคลุมอยู่ และบ่มเชื้อเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง
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จากการทดสอบความสามารถในการฆ่าเชื้อทดสอบที่!ปีนจุลินทรีย์ในกธุ่ม 
ต่าง  ๆ ท้ังแบคทีเรีย รา และยีสต์ ของ B acillus licheniform is F2 .2 โดยวิธี agar
diffusion ตามวิธีข้อ 2.3.2 ตรวจดูบริเวณที่ยับยั้งที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเชื้อ พบว่า Bacillus
licheniform is F2. 2 จะให้ผลการทดสอบที่ชัดเจนบนอาหารเล้ียงเชื้อ เม่ือทีาการบ่มไห้ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปีนเวลา 48-72 ช่ัวโมง โดยจะให้ผลที่ดีมากในการฆ่าจุกินทรีย์
ในกลุ่มยีสต์ และให้ผลดีในการฆ่าจุกินทรีย์ในกลุ่มรา สำหรับจุกินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียจะ
สามารถฆ่าแบคทีเรียไห้บางสายพันธุ โดยไม่มีความจำกัดต่อชนิดแกรมบวก หรือลบ ดังแสดง
ในตารางท่ี 5 ในขณะท่ีสามารถฆ่าเชื้อทดสอบ Torulopsis g labra ta  AICC 15126 ไห้
ดังแสดงในรูปที่ 23

3.1.2 ความสามารถในการฆ่า!ชื้อทดสอบกลุ่มต่างๆโดย Bacillus licheniformis F2. 2

รูปท่ี 23 แสดงการยับยังของ Bacillus licheniform is F2. 2 ต่อ Torulopsis g labra ta
ATCC 15126 ซึ่งเป็นเช้ือทดสอบ โดยวิธี agar diffusion เม่ือบ่มเช้ือ เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง
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ตารางที่ 5 แสดงความสามารถในการฆ่าเชื้อทดสอบกลุ่มต่างๆ ของ Bacillus licheniformis F2. 2

เช้ือทดสอบ
ระยะเวลาในการบ่ม (ช้ืวโมง)

48 72

กล'มยีสต์
Torulopsis g labra ta +++ +++

S accharom yces cerev isiae +++ +++

C andida albicans +++ +++

H ansenula anom ata ++ ++

Pichia k luyveri + +
กล,มแบคทีเรีย 
Pseudom onas aeruginosa ++ ++

B acillus licheniform is F2. 2 ++ ++

B acillus subtilis 3/38 +++ +++

E scherichia co li ++ ++

M icrococcus luteus _ _

กล,มรา
A spergillus n iger ++ ++

Fusarium sp. ++ ++

Pennicillium  sp. ++ ++

C ladosporium  sp. +++ +++

หมายเหตุ (+),(++),(+++) แสดงความกว้างของบริเวณใสบนจานเพาะเชื้อ 1.0, 2.0 และ
3.0 ซม. ตามลำดับ ส่วน (-) หมายถึง ไม่แสดงบริเวณใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
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3. 2 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 เพ่ือผลิตสารลด 
แรงตึงผิวชีวภาพ

3.2.1 การติดตามกราฟแสดงการเจริญ'ของเช้ือ B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 ท่ี

เวลาต่าง ๆ

จากการติดตามการเจริญของเชื้อ B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 ท่ีเวลาต่าง  ๆ
โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ี
กำหนดสูตร ตามภาคผนวก ก หมายเลข 9 ปรับระดับความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชือ

เริ่มต้นที่ 7.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง อัตราการเขย่า 200
รอบ/นาที พบว่าเชื้อจะเริ่มเข้าสู่ระยะเอ็กโพเนนเชียล ในชั่วโมงที่ 12 จากนันจะเข้าสู่ระยะ
พัก (stationary phase) ในชั่วโมงที่ 24 รูปที่ 24 สำหรับการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็น
กรด-ต่าง ในอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่าหลังจากชั่วโมงที่ 12 ค่าความเป็นกรด-ด่าง จะมีค่าสูงชื้น

และสูงสุด ในชั่วโมงที่ 36 ในขณะที่ค่าแรงตึงผิวของส่วนนํ้าใสที่ไต้จากเชลล์เพาะเลียง เร่ิมมีค่า 
ลดลงตั้งแต่ชั่วโมงที่ 12 และตํ่าสุดเท่ากับ 31.6 มิลลินิวดัน ต่อเมตร ที่ชั่วโมงที่ 24 เม่ือนำ
ส่วนใสที่ไต้จากนาเลี้ยงเชื้อ มาทำการเจือจาง 100 เท่า ด้วยนี้ากลั่น แล้ววัดค่าแรงตึงผิวทุก 12 
ชั่วโมง พบว่า มีค่าแรงตึงผิวอยู่ระหว่าง 51.9-53.4 มิลลินิวดัน ต่อเมตร ดังแสดงในรูปที่ 24 3

3. 2. 2 ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการ ผลิตสารลดแรงตึงผิว 
ชวภาพ จาก B a c illu s  lich e n ifo rm is  F2. 2

3.2. 2.1 การแปรความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยกรดหเอด่าง

เมื่อทำการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ใน 
ช่วง 4.0-9.0 ด้วยการเติมกรดหเอด่าง (1.0 นอร์มอล HC1 และ NaOH) พบว่าระดับความ
เป็นกรด-ด่าง เริ่มต้นที่เหมาะสม ต่อการเจริญ และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ อยู่ในช่วง 
pH 7.0-9.0 โดยในช่วง pH น ี้ ค่าแรงตึงผิวมีค่าอยู่ระหว่าง 29.9-30.8 มิลลินิวตัน/เมตร 
เมื่อเจือจางส่วนนี้าใส ของอาหารเล้ียงเช้ือ 100 เท่าด้วยนี้ากลั่น แล้ววัดค่าแรงตึงผิว พบว่าจะอยู่ใน 
ช่วง 43.8- 50.9 มิลลินิวดัน/เมตร โดยค่าความเป็นกรด-ต่าง ท่ี 8.0 ให้การผลิตดีที่สุด เน่ือง
จากส่วนใสที่ไต้จากนี้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจืองจาง 100 เท่า ลดแรงตตึงผิวไต้ตาที่สุด
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0 12 24 36 48 60 72

ร ะ ย ะ เว ล า (ช ั่ว โม ง)

- A -  ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชือ

-•-ค ่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า

-♦ - ค่าความเป็นกรด-ด่างของนํ้าเลี้ยงเชือ

รูปแบบการเจริญ (ติดตามโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร)

รูปที่ 24 แสดงรูปแบบการเจริญ,การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, ค่าแรงตึงผิว 
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้า

เล้ียงเช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า ของ B. lic h e n ifo rm is  F2.2

เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชือเหลวที่กำหนดสูตร ตามภาคผนวก ก

หมายเลข 9 ปรับระดับความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นที่ 7.0 
ในขวดแก้วทรงกรวย ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา

72 ชั่วโมง อัตราการเขย่า 200 รอบ/นาที
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ความสามารถในการลดแรงตึงผิว ของนาเล้ียงเช้ือ จะลดลงอย่างมาก เมื่อค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของอาหารเล้ียงเช้ือ ลดจาก 7.0 เป็น 6.0 และเมื่อพิจารณาค่าแรงตึงผิวของนั้าเลี้ยงเชื้อที่ยังไม่
ทำการเจือจางท่ี pH 6.0-5.0 มีค่าอยู่ระหว่าง 40.9-44.7 มิลลินิวตัน/เมตร แสดงว่าช่วง pH 
น ี้ มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวอยู่บ้าง เพียงเล็กน้อย เม่ืองจากเม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า พบว่า 
ส่วนนี้าใสจะหมดความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว ในขณะที่ pH 4.5-4.0 จะไม่มีการผลิต

สารลดแรงตึงผิว ดังนั้น เมื่อทำการวัดค่าแรงตึงผิว ของส่วนนี้าใสของนี้าเลี้ยงเชื้อจึงไม่สามารถ
ลดค่าแรงตึงผิวไดัเลย ทั้งส่วนนี้าใสที่ไม่ไดัทำการเจือจาง และท่ีทำการเจือจาง 100 เท่า ดัง
แสดงในรูปที่ 25

3. 2. 2.2 การปวับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช้บัฟเฟอร์

เมื่อทำการทดลองปรับ ค่าความเป็นกรด - ด่างเริ่มต้น ของอาหารเล้ียง 
เชื้อให้เท่ากับ 7 ต้วยกรดหรือด่าง ดังรูปที่ 2 6 (ก) พบว่า ค่าแรงตึงผิวของส่วนนี้าใสที่

ไต้จากน้ีาเล้ียงเช้ือ จะลดตํ่าสุดในชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเช้ือ เท่ากับ 31.6 มิลลินิวดัน/เมตร 
เมื่อทำการเจือจางส่วนนี้าใสที่ไต้จากนี้าเลี้ยงเชื้อ 100 เท่า ทำการวัดค่าแรงตึงผิว พบว่าจะมีค่า 
เปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 49.5-56.0 มิลลินิวดัน/เมตร ค่าความเป็นกรด- ด่าง ของอาหารเล้ียงเชื้อ 
มีค่าเปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 6.2 - 7.7 เมื่องจากการปรับค่าความเป็นกรด-ค่างเริ่มต้นของอาหาร 
เลี้ยงเชื้อเริ่มต้นด้วยกรด-ด่างนั้น ยากต่อการรักษาระดับความเป็นกรด-ด่างให้คงที่ได้ จึงทำการ

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช้ 100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัว 
ควบคุม ให้อยู่ที่ 7.0 ทำการทดสอบค่าแรงตึงผิวของส่วนนั้าใส ทุก  ๆ 12 ชั่วโมง พบว่าค่า

แรงตึงผิวลดลงตํ่าสุด ในชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเช้ือ เท่ากับ 30.1 มิลลินิวดัน/เมตร และมี 
ค่าคงท่ีตลอดการเล้ียงเช้ือ ดังแสดงในรูปที่ 26 (ข) เมื่อทำการเจือจางส่วนนั้าใสที่ไต้จาก
น้ําเล้ียงเช้ือ 100 เท่า ทำการวัดค่าแรงตึงผิวพบว่าจะมีค่าเปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 49.4-50.8
มิลลินิวดัน/เมตร ค่าความเป็นกรด- ด่าง ของอาหารเลียงเชือตลอดการทดลองอยู่ในช่วง
6.4 - 6.9 เปรียบเทียบวิธีการปรับค่าความเป็นกรด - ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นด้วยวิธีการ
เติมกรด หรือ ด่าง กับการปรับค่าความเป็นกรด - ด่างด้วยบัฟเฟอร์ พบว่าวิธีการปรับค่าความเป็น 
กรด - ด่างด้วยบัฟเฟอร์ให้ผลการทดลองที่ดีกว่า และสามารถควบคุมค่าความเป็นกรด - ด่างไต้ดี
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4 4 .5  5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8 .5  9

ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

□  ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ

□  ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100เท่า

รูปท่ี 25 ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิว

ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ โดย B. lic h e n ifo rm is  F 2 .2  

เลียงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่กำหนดสูตร ตามภาคผนวก ก หมายเลข 9 
ปรับระดับความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นที่ 4.0-9.0 โดยเพิ่มทีละ 0.5 
ในขวดแก้วทรงกรวย ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
อัตราการเขย่า 200 รอบ/นาที วิเคราะห์ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว

ตามวิธีการในข้อ 2.9
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ร ะ ย ะ เวล า (ช ั่ว โม ง )

—* — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ

—• — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ีย ง เช ือ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  1 0 0 เท ่า  

ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

—■ — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ ค ว าม ย าวค ล ื่น  600  น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 26  แ ส ด งร ูป แ บ บ ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ค ่าง , ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส

ท ี่'ได ้จ ากน าเล ียงเช ื้อ  แ ล ะ  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ า ก น ,าเล ีย งเช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง

100 เท ่า โด ย  B. Hcheniformis F2.2

เม ื่อ เล ี้ย ง เช ื้อ ใน อ าห าร เห ล ว ก ำห น ด ส ูต ร  ต าม ภ าค ผ น ว ก  ก ห ม ายเลข  9 ใน ข ว ด แ ก ้ว ท ร ง ก ร ว ย  

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 30 อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า 72 ช ั่ว โม ง  อ ัต ร าก าร เข ย ่า  2 0 0  ร อ บ /น าท ี

ว ิเค ร าะ ห ์ค ว าม ส าม าร ถ ใน ก าร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว  ต าม ว ิธ ีก าร ใน ข ้อ  2 .9  (ก ) เม ื่อ ท ำก าร ป ร ับ ค ่า

ค ว าม เป ็น ก ร ด -ค ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 7 .0  ด ้ว ย ก ร ด ห ร ือ ค ่าง  (ข) ค ว บ ค ุม ค ่าค วาม

เป ็น ก ร ด -ค ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 7 .0  ด ้วย 100 ม ิล ล ิโม ล าร  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์
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3. 2 .2. 3 การหาค่าความเป็นกรด - ค่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม ต่อการ 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จาก B a c illu s  lic h e rtifo rm is  F2. 2

จากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยแปรระดับความเป็นกรด - ต่าง 
ของบัฟเฟอร์ในช่วง 6 .5-9 .0 โดยค่าความเป็นกรด-ต่าง 6 .5 -8 .0  ใช้ 100 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็นตัวควบคุม ส่วนค่าความเป็นกรด - ด่าง 8.5 - 9.0 ใช้ 100 มิลลิโมลาร์ 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ เป็น บัฟเฟอร์ พบว่าที่ค่าความเป็นกรด - ด่าง 8.0 เหมาะสมที่ชุด ต่อ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จาก B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 โดยค่าแรงตึงผิวของ
ส่วนนํ้าใสที่ได้จากเชลล์เพาะเลี้ยงมีค่าเท่ากับ 29 มิลลินิวดัน/เมตร เม่ือทำการเจือจาง

ส่วนนั้าใสที่ได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อ 100 เท่า ด้วยนากลั่น มีค่าเท่ากับ 42.8 มิลลินิวดัน/เมตร
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 27. 1 - 27. 3 และตารางที่ 6 ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะใช้

ค่าความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 8.0 ในการเพาะเล้ียง

3. 2. 2.4 ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จากการทดลองที่ผ่านมา ใช้ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ เป็น 100 มิลลิโม - 
ลาร์ เป็นค่าที่เลือกชุ่มขึ้นมา ซึ่งอาจไม่ใช่ความเข้มข้นที่เหมาะสมในการควบคุมค่าความเป็น

กรด-ต่างเริ่มด้น ดังนั้นจึงทำการศึกษาหาความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-
ด่าง 8.0 ที่เหมาะสม โดยแปรปริมาณตั้งแต่ 2 5 -2 0 0  มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองดัง
แสดงในรูปที่ 28 พบว่าที่ความเข้มข้น 75, 100 และ 125 มิลลิโมลาร์ ให้ผลการลดค่า

แรงตึงผิวของส่วนนั้าใสที่ได้จากเชลล์เพาะเลี้ยงเมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า ด้วยนั้ากลั่น มีค่า 
ไม,แตกต่างกันมากนัก ดังนั้นด้วยเหตุผลทางความประหยัด จึงเลือกความเข้มข้นของฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ที่ 75 มิลลิโมลาร์ ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 8.0 โดยเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง

3. 2. 2.5 อุณหภูมิของการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จากการเพาะเล้ียงเช้ือท่ี อุณหภูมิต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่กำหนด 
สูตร ที่ค่าความเป็นกรด-ต่าง 8.0 ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ท่ี อุณหภูมิใน 
ช่วง 20 - 45°ช เมื่อทำการวัดค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อ ที่ทำการเจือจาง
100 เท่า พบว่าที่ อุณหภูมิ 30°ช อุณหภูมิห้อง ให้ผลการทดลองที่ใกล้เคียงกัน โดยที่ อุณหภูมิ
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—A— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ีย ง เช ื้อ

—• — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม อ ท ำก าร เจ อ จ าง  1 0 0 เท ่า 

—♦ — ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ค ่าง

—• — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ ค ว าม ย าวค ล ื่น  600 น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 27.1 แ ส ด ง ร ูป แ บ บ ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม 111น ก ร ด -ด ่าง , ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ , ค ่าแ รงต ึงผ ิว ข อ ง  

ส ่ว น ใศ ท ี่ได ้จ าก น า เล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  (มอทำ

ก าร เจ อ จ าง  100 เท ่า โด ย  B. licheniformis F2.2

เล ี้ย ง จ ุล ีน ท ร ีย ใน อ าห าร เล ีย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ี่ม ีภ าว ะ ใน ก าร เล ี้ย ง ด ัง ก ล ่าว ภ าย ได ้ร ูป ท ี่ 26  

ค ุม ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 6 .5 ด ้วย 100 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ 

บ ัฟ เฟ อ ร ์ (ข ) ค ว บ ค ุม ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่

100 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ ฟ อส เฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์

.ป mี . m o

(ก ) เม ื่อ ค วบ  

ฟ อส เฟ ต  

7 .0  ด ้วย

m  nr พซน.... Û 1 L Z Z 1 —
'■ ท.เท เคคแ ^ ^  2 f)44 f at
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8 0  
7 0

I  6 0
1  5 0

« ร  4 0  
■ *! 3 0
I  20 

0
0  1 2  2 4  3 6  4 8  6 0  7 2

ระยะ[วลา (ช ั่ว โม ง)

(ค)

— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  1 0 0 เท ่า 

♦  ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

»  ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ ค ว าม ย าวค ล น  600 น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 27 .2  แ ส ด ง ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง , ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส

ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง !ช ื้อ  แ ล ะ ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ี้ย ง เช ือ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง

100 เท ่า โด ย  B. licheniformis F2.2

เล ี้ย ง จ ุล ืน ท ร ีย ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ี่ม ีภ าว ะ ใน ก าร เล ี้ย ง ด ัง ก ล ่าว ภ าย ใต ้ร ูป ท ี่ 26  

(ค ) เม ื่อ ค ว บ ค ุม ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง ข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ต ้น ท ี่ 7.5 ด ้วย  

75 ม ล ล ืโม ล า ร ์ ท ่อส !ฟ ฅ บ ัฟ เฟ อ ร ์ (ง) ค วบ ค ุม  ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ ง

อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ต ้น ท ี่ 8 .0  ด ้วย 75 ม ล ล ิ'โม ล าร ์ ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์
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ระ ย ะเวล า (ช ั่ว โม ง)

ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ี้ย ง เช ื้อ

ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  1 0 0 (ท่า 

— ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

— ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ ค ว าม ย าวค ล ื่น  600 น าโน เม ต ร

ร ูป ท ี่ 27 .3  แ ส ด งร ูป .แ บ บ ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง , ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส  

ท ี่ไ ด ้ จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ  ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้ จากน าเล ี้ยง!ช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง

100 เท ่า (ดย B. licheniformis F2.2

เล ี้ย ง จ ุล ีน ท ร ย ์ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว ท ึ่ม ภ าว ะ ใน ก าร เล ี้ย ง ด ัง ก ล ่าว ภ าย ใต ้ร ูป ท ี่ 26  

(จ) เม ื่อ ค วบ ค ุม  ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 8.5 ด ้วย 100 ม ล ล ิ'โม ล าร  ์

ท ร ิส -ไ ฮ โด ร ค ล อ ไ ร ด ์ (ฉ ) เม ื่อ ค วบ ค ุม  ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ต ้น ท ี่

9 .0  ด ้วย 100 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ ท ร ิส -ไ ฮ โด ร ค ล อ ไ ร ด ์
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ตารางที่ 6 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลียงเชือเริ่มต้นต่อค่าแรงตึงผิว

ของส่วนใสที่ไต้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 ท่า 
โดยเล้ียง B. lic h e n ifo rm is  F2.2 ในอาหารเหลวกำหนดสูตร
ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.11 ทำการวัดค่าแรงตึงผิว ที่ 24 ชั่วโมง 
ตามวิธีการในข้อ 2. 9

ค่าความเป็นกรด-ด่าง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ไต้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ
(ม ิล ล ิน ิวฅ ัน ค ่อ เม ต ร )

6.5 65.4

7.0 48.2

7.5 47.0
8.0 42.8

8.5 51.9
9.0 53.8

ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 6.5-8.0 ด้วย 100 มิลล๊โมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์
ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 8.5-9.0 ด้วย 100 มิลลิโมลาร์ 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด์
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ระย ะท ล า  (ช ั่ว โม ง )

— —  25 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

75 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

125 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

— X —  175 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์

— » —  50 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

— * — 100 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

- - ♦  - - 150 m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

— □ — 200  m M  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์

รูปที่ 28 ผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 8.0 ต่อการลดลง 
ของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง ]00 เท่า

โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2

เลียงจุลินทรีย์ในอาหารเลียงเชือเหลว ที่มีภาวะในการเลียงดังกล่าวภายใต้รูปที่ 26 
วิเคราะห์ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว ตามวิธีการในข้อ 2.9
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30°ช ให้ผลการทดลองที่ดีที่สุด สามารถลดแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำ 
การเจือจาง 100 เท่า ด้วยนำกลั่นได้ตํ่าที่สุดเท่ากับ 43.4 มิลลินิวตัน ต่อเมตร และให้ค่า

การกระจายนํ้ามันสูงที่สุดเท่ากับ 27 หน่วย ตังแสดงในรูปที่ 29

3. 2. 2.6 อัตราการเขย่าเซลล์เพาะเลี้ยงต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เม่ือเล้ียง B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 ในอาหารเหลวที่กำหนดสูตร 
(ภาคผนวก ก.หมายเลข10) แปรผันความเร็วรอบการเขย่าที่ 100, 150, 200,250 และ 300 
รอบ/นาที ตามลำดับ พบว่าอัตราการเขย่าที่ 150, 250 และ 300 รอบ/นาที ให้ผลการ
ทดลองที่ใกล้เคียงกัน โดยที่ 250 รอบ/นาที ให้ผลการทดลองที่ดีที่สุด ค่าแรงตึงผิวของส่วน 
ใสหลังการเจือจางด้วยนากลั่น 100 เท่า มีค่าตํ่าที่สุด เท่ากับ 39 มิลลินิวตันต่อเมตร และให้
ค่าการกระจายนํ้ามันสูงสุด เท่ากับ 33.2 หน่วย ดังแสดงในรูปที่ 30 3

3. 3 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

3. 3. 1 ชนิดของแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ทำการศึกษาแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง  ๆ กัน ได้แก่ กลูโคส นาตาลทราย 
กลีเชอรอล และ แปง ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ วัดค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ไดจ้าก

นํน้ัเล้ียงเช้ือ เจือจาง 100 เท่า ทุกๆ 12 ชั่วโมง พบว่ากลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
ที่สุด ให้ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวได้ดีที่สุด โดยค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จาก
น้ัาเล้ียงเช้ือ เจือจาง 100 เท่า มีค่าเท่ากับ 40.8 มิลลินิวตันต่อเมตร ผลการทดลองแสดงตัง

รูปที่ 31.1, 31.2 และ 32 ซึ๋งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Cooper และคณะ (1981)
พบว่า กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่สืที่สุดในการ ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากน้ันทำ
การศึกษา หาปริมาณของกลูโคสที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยทำการ

แปรผันปริมาณกลูโคสตั้งแต่ 5 , 10, 15, 20 และ 25 กรัมต่อลิตร พบว่ากลูโคสที่ 20
กรัมต่อลิตร เป็นปริมาณที่เหมาะสมที่สุด แสดงตังรูปที่ 33 แด'เนื่องจากกลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน ที่มีราคาค่อนข้างแพง และ ความคิดที่ต้องการจะลดด้นทุนการผลิต
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□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ เม ื่อ ท ำก าร เจ อ จ าง  100 เท ่า

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าก าร ก ร ะ จ าย น ำม ัน ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ี้ย ง เช ื้อ

รูปที่ 29 ผลของอุณหภูมิต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ

เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า และค่าการกระจายนํ้ามันโดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองค์ประกอบ ดังกล่าวภายใต้รูปที่ 39 ปรับค่า 
ความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นที่ 8.0 ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยงดังระบุในรูป ภาวะในการ

เล้ียงเช้ือ และ การวัดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 26 ส่วนการ

ทดสอบการกระจายนามัน ทำตามวิธีในข้อ 2.10
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□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ เม ื่อ ท ำก าร เจ อ จ าง  100 เท ่า

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าก าร ก ร ะ จ าย น ำม ัน  (o il d isplacem ent) ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ

30 ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได ้
จากนำเล้ียงเชือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า และค่าการกระจายนามัน 
โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2

เลียงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองค์ประกอบดังกล่าวภายใต้รูปที่ 39 
ภาวะในการเลี้ยง การวัดค่าแรงตึงผิว และการทดสอบการกระจายนํ้ามัน 
ทำตามวิธีดังระบุในรูปที่ 29
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ร ะย ะ(วล า (ช ั่ว โม ง)

—* — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเส ีย ง เช ือ

— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า 

ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

»  ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล น แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ึ๋น  600  น าโน เม ต ร )

รูปที่ 31.1 แสดงรูปแบบการ!จริญ, การ!ปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, ค่าแรงตึงผิว 
ของส่วนใสที่ได้จากน,า!ล้ียง!ช้ือ และค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนา

เล้ียง!ช้ือ รม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยง!ชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยงด้งกล่าวภายใต้

รูปที่ 26 ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้มที่ 8.0

ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และวิเคราะห์ความสามารถใน 
การลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีด้งระบุภายใต้รูปที่ 26 (ก) เมื่อใช้กลูโคส

2%  เป็นแหล่งคาร์บอน (ข) เมื่อใช้ซูโครส 2%  เป็นแหล่งคาร์บอน
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— ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ื่น  600 น าโน เม ต ร )

รูปที่ 31.2 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, ค่าแรงตึงผิว 
ของส่วนใสที่ได้จากนำเลียงเชื๋อ และค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนาเลียง 
เช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยงดังกล่าวภาย,ใต้รูปที่ 26 
ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นที่ 8.0 ด้วย 75 
มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และวิเคราะห์ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว 
ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 26 (ค) เมื่อใช้กลีเซอรอล 2%  เป็นแหล่งคาร์บอน 
(ง) เม่ือใช้แป้ง 2%  เป็นแหล่งคาร์บอน
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อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ข อ งอ าห าร เล ี้ย ง (ช ื้อ

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ไค ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ไค ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ เม อ ท ำก าร เจ อ จ าง  100 เท ่า

รูปที่ 32 ผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง  ๆ ต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้นํ้า

การเลยง!ชอ โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2

เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีองค์'ประกอบอาหารชนิดอื่น  ๆ ภาวะใน 
การเล้ียง และวิเคราะห์ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว ทำดามวิธีดังระบุภาย 
ใต้รูปที่ 28 ยกเว้นผันแปรแหล่งคาร์บอนดังระบุในรูป
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ป ร ิม าณ ก ล ูโค ส  (ค ิด เป ็น น าต าล ,ร ีด ิว ซ ์ ก ร ัม /ล ิต ร)

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง เช อ

□  ห ม ายถ ึง  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใศ ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  10 เท ่า

□  ห ม ายถ ึง  ป ร ิม าณ น าต าล ร ัด ิว ช ์ท ี่เห ถ ึอ ใน อ าห าร เล ีย ง เช อ  (ก ร ัม /ล ิต ร )

รูปที่ 33 ผลของปริมาณกลูโคสต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ 
เม่ือเล้ียง B. lic h e n ifo rm is  F2.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยง

ดังกล่าวภายใต้รูปที่ 26 ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 
ท่ี 8.0 ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และวิเคราะห์ความสามารถ 
ในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปท่ี 26 ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณ 
นํ้าตาลรีดิวช์ที่เหลืออยู่ ทำตามวิธีการในข้อ 2.8
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ดังนั้นในการทดลองขั้นต่อไปจึงต้องการหา แหส่งคาร์บอนที่มีราคาถูก และหาไต้ง่าย เป็นแหล่ง 
คาร์บอนทดแทนการใช้กลูโคส

3. 3. 2 ชนิด และปริมาณที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน ชนิดที่หาไต้ง่าย และ ราคาถูก 
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย B a c illu s  lic h e n ifo rm is  สาย'พันธุ F2. 2

ไต้ทดลองนำวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย และ
รำข้าว มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ทดแทนการใช้กลูโคส ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

โดย B a c illu s  lic h e n ifo rm is  F2. 2 พบว่า ไฮโดรไลเสทจาก ฟางข้าว ให้ประสิทธิภาพใน
การลดค่าแรงตึงผิว ไต้ดีที่สุด ดังตารางที่ 7 และฟางข้าวหาไต้ง่ายและสะดวกกว่า ดังนั้นจึง 
เลือกใช้ ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอนราคาลูก ใช้ในการทดลองต่อไป จากการแปรผันปริมาณ

นั้าตาลรีดิวช์ในไฮโดรไลเสทฟางข้าว ตั้งแต่ 5 , 1 0 ,1 5 , 20 และ 25 กรัม/ลิตร พบว่า
ปริมาณนั้าตาลรีคิวช์ในไฮโดรไณสท จาก ฟางข้าว 20 กรัม/ลิตร เป็นปริมาณที่เหมาะสมที่สุด 
โดยจะลดค่าแรงตึงผิวของส่วนใส ที่ไต้จากนั้าเลี้ยงเชื้อเจือจาง 100 เท่า ด้วยนั้ากลั่น ไต้เท่า 
กับ 44.7 มิลลินิวตันต่อเมตร ผลดังแสดงในรูปที่ 35 ดังนั้นในขั้นต่อไปจึงใช้

ไฮโดรไลเสท จาก ฟางข้าว 20 กรัม/ลิตร (คิดเป็นนั้าตาลรีคิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอนใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย B a c illu s  lic h e n ifo rm is  สายพันธุ F2. 2

3 .3 .3  แหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย B a c illu s  

lich e n ifo rm is  สายพันธุ F2. 2

จากการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขวดเขย่า โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
ไฮโดรไลเสฑจากฟางข้าว 20 กรัม/ลิตร (คิดเป็นปริมาณนั้าตาลรีคิวช์) แปรผันแหล่ง 
ไนโตรเจนชนิดอินทรีย์สาร ได้แก่ กากถั่วเหลืองที่ย่อยแล้ว (soybean hydrolysate,
SBH) กากเมล็ดผิายท่ีย่อยแล้ว และ แหล่งไนโตรเจน ชนิดอนินฑรีย์สาร ได้แก่ 
แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2ร 04 แอมโมเนียมคลอไรด์ 
(NH4C1) และ โซเดียมไนเตรท (NaNOj) ในอาหารที่กำหนดสูตร (ภาคผนวก ก. หมาย
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—* — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ

ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า 

— ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

—• — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ึ๋น  600  น าโน เม ต ร )

รูปท่ี 34.1 แสดงรูปแบบการ!จริญ, การ!ปลี่ยนแปลงค่าคราม!ปีนกรด-ด่าง, ค่า!!รงตึงผิรของ 
ส่วนใสที่ได้จากนํ้า!ลี้ยง!ชื้อ และค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ 
เม่ือทำการ!อือจาง 100 เท่า โดย B. lich e m fo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรียในอาหาร!ลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยงดังกล่าวภายใต้รูปที่ 26 
ปรับภาวะค่าความ!ปีนกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นที่ 8.0 ด้วย 75 
มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ การวิเคราะห์ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว 
ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 26 (ก) เมื่อใช้กลูโคส 2%  เป็นแหล่งคาร์บอน

(ข) เมื่อใช้ไฮโดรไลเสทรำข้าว 2%  (นาหนัก/'ปริมาตร คิดเ'ปีนปริมาณนาตาล

รีดิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอน
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—* — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง !ช ือ

— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า 

—• — ค ่าค ว าม !ป ีน ก รด -ด ่าง

—■ — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ื่น  600 น าโน เม ต ร )

รูปที่ 34.2 แสดงรูปแบบการ!จริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความ!ป็นกรด-ด่าง, ค่าแรงตึงผิว 
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้า!ลี้ยง!ชื้อ และค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้า

เล้ียงเช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลียงเชือเหลว ที่มีภาวะในการเลียงดังกล่าวภายใต้รูป 
ท่ี 26 ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นที่ 8.0

ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และวิเคราะห์ความสามารถในการ 
ลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 26 (ค) เมื่อใช้ไฮโดรไลเสท 
ฟางข้าว 2%  (นาหนัก/ปริมาตร คิดเป็นปริมาณนาตาล'รีคิว’ช) เป็นแหล่ง 
คาร์บอน (ง) เมื่อใช้ไฮโดรไณสทชานอ้อย 2%  (น,'ไหนัก/ปริมาตร 
คิดเป็นปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอน
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ตารางที่ 7 ผลของแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรชนิดต่าง  ๆที่ใช้ทดแทน

กลูโคสต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ไต่,จากนำเลียงเชือ โดย
B. lich e n ifo rm is  F2.2
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวกำหนดสูตร ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.11 
ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเริ่มต้นที่ 8.0 ด้วย 
75 มิลลืโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ทำการวัดค่าแรงตึงผิว ท่ี 24 ชั่วโมง 
ตามวิธีการในข้อ 2. 9

แหล่งคาร์บอน % การลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ไต้จาก

(คิดเป็นนาตาลรีดิวช์ 2% ) นาเล้ียงเช้ือ ท่ีการเจือจาง 100 เท่า

กลูโคส 42.57
รำข้าว 22.43
ฟางข้าว 32.12

ชานต้อย 27.50
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ป ร ิม าณ น า ต าล ร ีด ิว ซ ์ใน ไ ฮ โด ร ไ ล เส ท  (ก ร ัม /ล ิต ร )

n  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ

□  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จาทนํ้าเลี้ยงเชื้อเมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า

□  หมายถึง ปริมาณนํ้าตาลรีดิวช์ที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ (กรัม/ลิตร)

รูปที่ 35 ผลของปริมาณของไฮโดรไลเสทจากฟางข้าวต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เมื่อเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยงดังกล่าวภาย 
ใต้รูปที่ 26 ปรับภาวะค่าความเปึนกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นที่ 8.0 
ด้วย 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และวิเคราะห์ความสามารถในการ 
ลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 26 ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณ 
นํ้าตาลรีดิวซ์ที่เหลืออยู่ ทำตามวิธีการในข้อ 2.8
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เลข 9) โดยจัดให้ปริมาณไนโตรเจนในแหล่งไนโตรเจนทุกแหล่ง เท่ากับปริมาณ
ไนโตรเจนใน แอมโมเนียมชัลเฟต 4 กรัม/ลิตร ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.85
กรัม/ลิตรอาหารเล้ียงเช้ือ รูปแบบการเจริญ และการผลิตสารลดแรงตึงผิว แสดงดังใน
รูปท่ี 36.1 -36.3 จากผลการทดลองพบว่า การใช้ soybean hydrolysate และ กาก
เมล็ดสืายท่ีอ่อยแห้วเป็นแหล่งไนโตรเจน จะให้ผลการลดค่าแรงตึงผิวของส่วนนํ*าใสได้น้อยมาก 
ในขณะท่ีแอมโมเนียมไนเตรท จะเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด โดยลดค่าแรงตึงผิวของส่วน
ใสท่ีไดัจากเซลล์เพาะเล้ียงท่ีท่าการเจือจาง 100 เท่า ลงต๋ําท่ีสุดเท่ากับ 44.3 มิลลินิวดันต่อ 
เมตร และให้ค่าการกระจายนามันสูงท่ีสุด เท่ากับ 22.15 หน่วย ผลการทดลองแสดง
ดังตารางท่ี 8 สอดคห้องกับผลการทดลองของ Roubin และคณะ (1989) พบว่า
แอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย 
B a c illu s  s u b tilis  และ เม่ือท่าการแปรผันปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท ต้ังแต่ 0.5 , 1 , 2 ,
4 , 6 , 8  และ 10 กรัม/ลิตร ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.1750, 0.3498, 0.6996, 
1.3992, 2.0988, 2.7984 และ 3.4979 กรัม/ลิตรอาหารเล้ียงเช้ือ ตามลำดับ พบว่า
แอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 2 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีให้ปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ
0.6996 กรัมต่อลิตร เป็นปริมาณท่ีเหมาะสม โดยลดค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนาเล้ียง 
เชลล์ ท่ีท่าการเจือจาง 100 เท่า ลงได้เท่ากับ 42.1 มิลลินิวดันต่อเมตร และให้ค่าการกระจาย
น้ํามันสูงท่ีสุด เท่ากับ 27.3 หน่วย ดังรูปท่ี 37

3. 3. 4 แหล่งเกลือแร'ท่ีจำเป็นต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ในการศึกษาเพ่ือหา แหล่งแร,ท่ีจำเป็น และ ปริมาณท่ีเหมาะสมสำหรับการ 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยท่าการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวกำหนดสูตร ท่ีดึงเอาแร,ต่าง ๆ
ออกทีละตัว ได้แค่ ชิงล์ชัลเฟต (ZnS04,7H20) เฟอรัสชัลเฟต (FeS04. 7H20) และ
แมงกานีสชัลเฟต (MnS04. HjO) พบว่า การขาดแมงกานีสซัลเฟต (MnS04. H20) ในอาหาร 
เล้ียงเช้ือจะมีผลต่อ ปริมาณสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตได้ โดยจะท่าให้ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสของ 
เซลล์เพาะเล้ียง ท่ีเจือจาง 100 เท่า มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากับ 53.1 มิลลินิวดันต่อพตร ดังแสดงใน 
รูปท่ี 38 เม่ือแปรผันปริมาณแมงกานีสชัลเฟต ต้ังแต่ 1.71,3.42 และ 5.13 มิลลิกรัม/ลิตร
พบว่า แมงกานีสชัลเฟตท่ี 1.71 มิลลิกรัมต่อลิตร จะให้ผลการทดลองท่ีดีท่ีสุด ดังรูปท่ี 39



ค่า
แร

งต
ึงผ

ิว 
(m

N/
m)

 
ค่า

แร
งต

ึงผ
ิว 

(m
N/

m)

87

0 12  2 4  3 6  4 8  6 0  7 2

ร ะ ย ะ เวล า (ช ั่ว โม ง)

ร ะ ย ะ เว ล า (ช ั่ว โม ง )

—À— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ

ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า 

— ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

—■ — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล น  600  น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 36.1 แ ส ด งร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ , ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส  

ท ี่ได ้จ าก น ํ้า เล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ํ้า เล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  

100 เท ่า โด ย  B. licheniformis F2.2

เล ี้ย ง จ ุล ิน ท ร ีย ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ี่ม ี 2 % ไฮ โด ร ไล !ส ท ข อ ง ฟ าง ข ้า ว  (น าห น ัก /  

ปร ิม าตร ค ิด เป ็น ป ร ิม าณ น ํ้าต าล ร ิด ิว ช ์)  เป ็น แ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  ม ีไน โต ร เจ น ป ร ิม าณ  0.85  

กร ัม ด ่อ ล ิด ร  ป ร ัน ภ าว ะ ค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 8 .0  ด ้วย  75

ม ิล ล ิโม ล า ร ์ ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ ภ าว ะ ใน ก าร เล ี้ย ง  แ ล ะ ว ิเค ร าะ ห ์ค ว า ม ส า ม าร ถ ใน ก าร  

ล ด ค ่าแรงต ึงผ ิว  ท ำต าม ว ิธ ีด ัง ก ล ่าว ภ าย ใต ้ร ูป ท ี่ 26  

(ก ) เม ื่อ ใช ้แ อ ม โม เน ีย ม ไน เต ร ท  (ข) เม ื่อ ใช ้แ อ ม โม เน ีย ม ช ้ล เฟ ่ต
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ร ะ ย ะ ท ล า  (ช ั่ว โม ง)

0 12 24 36 48 60 72

ร ะ ย ะ เวล า (ช ั่ว โม ง )

— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น า!ล ี้ย ง เช ื้อ

ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า 

— ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

— ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ื่น  600  น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 36 .2  แ ส ด งร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ . ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ไ ด  ้

จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง

100 เท ่า โด ย  B. licheniformis F 2.2

เล ี้ย ง (เล ็น ท 'เย ใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ี่ม ี 2 % ไ ฮ โด ร ไ ล เส ท ข อ ง ฟ ่าง ข ้าว  (น าห น ัก /ป ร ิม าต ร  

ค ด เป ็น ป ร ิม าณ น าต าล'ร ีค ิว 'ช ์) เป ็น แ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  ม ีไน โต ร เจ น ป ร ิม าณ  0.85 ก ร ัม ต ่อล ิต ร

ป ร ับ ภ าว ะ ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ค ่าง ข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ค ้น ท ี่ 8 .0  ด ้วย 75 ม ิล ล ิโ ม ล ใร  ์

ฟ ่อ ส เฟ ่ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ ภ าว ะ ใน ก าร เล ีย ง  แ ล ะ  ก าร ว ิเค ร าะ ห ค ว าม ส าม าร ถ ใน ก าร ล ด ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว  

ท ำต าม ว ิธ ีด ัง ก ล ่าว ภ าย ใค ้ร ูา เท ี่ 26

(ค) เม ื่อ ใช ้แ อ ม โม เน ีย ม ค ล อ ไ ร ด ้ (ง) เม ื่อ ใช ้โซ เด ีย ม ไน เต ร ท
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ร ะ ย ะ เวล า (ช ั่ว โม ง)

0 12 24 36 48 60 72

ระ ย ะเวล า (ช ั่ว โม ง )

—A — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ

— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ีย ง เช ือ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  L00 เท ่า 

—♦ — ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

—■ — ร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัด ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว าม ย าว ค ล ื่น  600 น าโน เม ต ร )

ร ูป ท ี่ 36.3 แ ส ด งร ูป แ บ บ ก าร เจ ร ิญ , ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง , ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ไ ด ้ 

จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง เช ือ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง

100 เท ่า !ดย B. licheniformis F2.2

เล ี้ย ง จ ุล ิน ทรีบใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ี่ม ี 2 %  ไ ฮ โด ร ไก เส ท ข อ ง ฟ ่าง ข ้าว  (น ำห น ัก /ป ร ิม าต ร  

ค ิด เป ็น ป ร ิม าณ น ิ้าต าล ร ีค ิว ซ ์)  เป ็น แ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  ม ีไน โต ร เจ น ป ร ิม าณ  0.85 กร ัม ต ่อล ิต ร  

ป ร ับ ภ าว ะ ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่างข อ ง อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เร ิ่ม ด ้น ท ี่ 8 .0  ด ้วย 75 ม ิถ ล ิโม ล า ร ์

ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ ภ าว ะ ใน ก าร เล ีย ง  แ ล ะ  ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ค ว าม ส าม าร ถ ใน ก าร ล ด ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว  

ท ำต าม ว ิธ ีด ังก ล ่าว ภ าย ใต ้ร ูป ท ี่ 26  (จ) เม ื่อ ใช ้ก า ก ถ ั่ว เห ล ือ ง  (ฉ ) เม ื่อ ใช ้ก าก เม ล ็ด ผ ิาย
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ตารางที่ 8 ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง  ๆ ต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใส
ที่ไตึจากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าการกระจายนํ้ามัน โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ ในอาหารเหลวกำหนดสูตร ท่ีมี 2 % ( นาหนักต่อปริมาตร 
คิดเป็นปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์) ไฮโดรไณสทของฟ่างข้าว เป็นแหล่งคาร์บอน 
ปรับภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเริ่มต้นที่ 8.0 ต้วอ 75 มิลล ิ
โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ภาวะในการเลี้ยงวิธีการทดลองในข้อ 2.11 
วิเคราะห์ ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว 24 ชั่วโมง ทำตามวิธีการ 
ในข้อ 2 .9

แหล่งไนโตรเจน

(ปริมาณไนโตรเจน 

เท่ากับ 0.085 %)

% การลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใส 

ท่ีได้จากน้ําเล้ียงเช้ือ ท่ีการเจือจาง 100 เท่า

ค่าการกระจายนามัน 

(หน่วย)

n h 4n o 3 32.27 23.75

(NHQ 2ร 0 4 30.30 20.83

N H 4C1 25.91 15.21

NaNO j 16.52 6.16

SBH 9.11 6.97

กากเมล็ดผิาย 6.41 6.88
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0 .5  1 2  4  6  8  10

ป ร ิม าณ แ อ ม โม เน ีย ม ไน เต ร ท เร ิ่ม ต ้น  (ก ร ัม /ล ิต ร )

□  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อเมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า

□  หมายถึง ค่าการกระจายนํ้ามัน (oil displacement) ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ

รูปที่ 37 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้ 
จากน้ําเล้ียงเช้ือ และค่าการกระจายนํ้ามัน โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ภาวะในการเลี้ยง การวิเคราะห์ความ

สามารถในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 36.1 (ก) แต่แปร 
ปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทดังระบุในรูป ส่วนการทดสอบการกระจายนํ้ามัน

ทำตามวิธีการในข้อ 2.9
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control ขาด Fe ขาด Mn ขาด Zn

ช น ิด ข อ งแ ห ล ่งแ ร ่ท ี่ข าด

□  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อเมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า

□  หมายถึง ค่าการกระจาอนามัน (oil displacement) ของส่วนใสที่ได้จากนำเลียงเชือ

รูปที่ 38 ผลของแหล่งแร'ชนิดต่าง  ๆต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ 
และค่าการกระจายนํ้ามัน ของ B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ท่ีมี 2 % (นา,หนัก/ปริมาตร คิดเป็นปริมาณ 
นาตาลรีคิวช์) ไฮโดรไลเสทของฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอน 0.2 % NH4N 0 3

เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภาวะในการเลี้ยง การวิเคราะห์ 
ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว และการทดสอบการกระจายนามัน ทำตามวิธีดัง 
ระบุภายใต้รูปที่ 37
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ป ร ิม าณ  M n S 0 4 (ม ิล ล ิก ร ัม /ล ิต ร )

□  ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จาก^เลี้ยงเชื้อเมื่อทำการเจือจาง 100เท่า

□  ค่าการกระจายนํ้ามัน (oil displacement) ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ

รูปที่ 39 ผลของปริมาณแมงกานีสซัณฟตต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จาก 
นาเล้ียงเช้ือ และค่าการกระจายนำมัน โดย B. lic h e n ifo rm is  F2.2 
เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ภาวะในการเลี้ยง การวิเคราะห์ความสามารถใน 
การลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีดังระบุภายใต้รูปที่ 38 แต่แปรปริมาณแมงกานีส 
ซัลเฟตดังระบุในรูป ส่วนการทดสอบการกระจายนํ้ามัน ทำตามวิธีการในข้อ 2.10
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โดยลดค่าแรงตึงผิวของส่วนนํ้าใสของเซลล์เพาะเลี้ยง ท่ีเจือจาง 100 เท่า ลงเหลือ 43.1 มิลลิ 
นิวตัน ต่อเมตร

หลังจากที่ไตัภาวะที่เหมาะสมในเบื้องต้นแล้ว ไต้ทำการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพโดย B a c illu s  lich e n ifo rm is  F2. 2 ผลตังแสดงในรูปที่ 40 พบว่าสามารถทำ 
ให้ส่วนใสที่ไต้จากบื้าเลี้ยงเชื้อ ท่ีเจือจาง 100 เท่า มีค่าแรงตึงผิว เท่ากับ 39.3 มิลลินิวตัน/เมตร 
และ ให้ค่าการกระจายบื้ามันฐงชุด ที่ชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลียง เท่ากับ 33.71 หน่วย

3. 4 สมบัติเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก B a c illu s  lich e n ifo rm is  F2. 2

3.4 .1 ศึกษาความสามารถในการเกิดอีมัลชั่นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จากการทดสอบความสามารถในการเกิดอีมัลชั่นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
โดยการนำส่วนใสที่ไต้จากบื้าเลี้ยงเชื้อ ผสมกับนามันก๊าด แล้วนำไปป่นผสม (vortex) เป็นเวลา 
2 นาที ตั้งทิ้งไล้ 24 ชั่วโมง พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B a c illu s  lic h e n ifo rm is  

F2. 2 สามารถเกิดอีมัลชั่นกับนํ้ามันก๊าดไต้ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 41
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ค ่าก าร ก ร ะ จ าย น ำม ัน  

— ค ่าค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง

»  ร ูป น บ บ ก ารเจ ร ิญ  (ต ิด ต าม โด ย ก าร ว ัค ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม ย าว ค ล ื่น  600  น าโน เม ต ร )

รูปท่ี 40 แสดงรูปแบบการ!จ?ญ,การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, ค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนใสที่ได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำ 
การเจือจาง 100 เท่า และ ค่าการกระจายนํ้ามัน โดย 5. licheniform is F2.2 
ในภาวะที่เหมาะสม
เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีภาวะในการเลี้ยง การวิเคราะห์ความ 
สามารถในการลดค่าแรงตึงผิว และการทดสอบการกระจายนำมัน ทำตามวิธี 
ดังระบุภายใต้รูปที่ 39
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3. 4 .2  ศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง ต่อความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ทำการทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ต่อความเป็นกรด-ด่าง 
โดย นำส่วนใสท่ีได้จากเซลล์เพาะเล้ียง มาปรับค่า ความเป็นกรด-ต่าง ตังแต่ 2 - 14 พบว่า
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ท่ีผลิตโดย B acillus licheniform is F2. 2 มีความเสถียรต่อความ
เป็นกรด-ต่าง ในช่วงกว้าง คือ 6 -12  โดยถ้าความเป็นกรด-ด่าง ตา หเอ สูงกว่านี้จะทำให้
ประสิทธิภาพ ในการลดค่าแรงตึงผิวลดลงอย่างรวดเร็ว ตังแสดงในรูปที่ 42

3. 4 .3  ศึกษาผลของอุณหภูมิ ต่อความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ทดลองเก็บสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไว้ที่อุณหภูมิ ต่าง  ๆ กัน ได้แก่ อุณหภูมิ 
0°ซ , 4°ช และ อุณหภูมิห้อง ติดตามวัดค่าแรงตึงผิวส่วนใสที่ได้จากนี้าเลี้ยงเชื้อ ท่ีทำการเจือจาง 
ด้วยนํ้ากลั่น 100 เท่า โดยวัดผลทุก  ๆ 10 วัน เป็นเวลา 100 วัน พบว่า ค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนใสที่ได้จากนี้าเล้ียงเชื้อ มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 0°ซ ,4“ซ และอุณหภูมิห้อง ผลการ
ทดลองตังแสดงในรูปที่ 43 สำหรับการทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ท่ี
อุณหภูมิสูง โดยทำการบ่ม ส่วนน้ีาใสที่ได้จากนี้าเล้ียงเชื้อ ที่อุณหภูมิ 55 , 80 และ 100 องศา 
เซลเซียส ทำการติดตามผลด้วยการวัดค่าแรงตึงผิว ทุก  ๆ 30 นาที เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง
ผลการทดลองพบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเสถียรต่ออุณหภูมิสูง โดยที่อุณหภูมิ 55°ซ , 
80°ซ ส่วนใสของอาหารท่ีได้จากน้ีาเล้ียงเช้ือ ยังคงมีความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวอยู่จน
ถึง 5 ช่ัวโมง ส่วนท่ี 100°ซ ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสของอาหารที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อจะ เร่ิมมี
ค่าสูงขึ้นตั้งแต่ชั่วโมงที่ 2 ของการบ่ม และสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 5 ความสามารถในการ
ลดแรงตึงผิวจะลดลง ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 44

3. 4. 4 การศึกษาผล'ของเปอรีเซ'นต์เกลือ (% NaCl) ต่อความเสถียรของสารลดแรงตึง 
ผิวชีวภาพ

จากการนำส่วนใสของอาหารที่ได้จากนี้าเลี้ยงเชื้อ ละลายในสารละลายโซเดียม 
คลอไรด้ โดยแปรผันเปอร์เชนต์เกลือ (% NaCl) ต่าง  ๆ ต้ังแต่ 0-30 % พบว่าความสามารถใน 
การลดค่าแรงตึงผิวสูงขึ้น เม่ือ % NaCl เท่ากับ 5% (พ/v) และจะเริ่มลดลง เม่ือ % NaCl
สูงกว่า 10% ผลแสดงดังรูปที่ 45
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ค ่าค ว าม ท ็เน ก ร ด -ด ่าง

- A -  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ

- • -  หมายถึง ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อเมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า

รูปท่ี 42 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อความเสถียรของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อ 
โดย B. licheniform is F2.2
ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 ข้อ 2.15.2 การวิเคราะห์ความสามารถ 
ในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีในข้อ 2.9
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— à —  ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใศ ท ี่ได ,จ าก น ำเล ี้ย ง เช ือ  ท ี่ก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 0  ช

-  -  a  -  - ค่าการกระจายนำมัน เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 0 ช

— B ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ไค ้จ าก น า เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ก าร เจ ือ จ า ง  1 0 0 เท ่า เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 ซ

ค ่าก าร ก ร ะ จ าย น ำม ัน  เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 ซ

o ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีไค้จากนาเล้ียงเช้ือ ท่ีการเจือจาง 100เท่า เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง(30+2)ซ

-  - G  - ค ่าก าร ก ร ะ จ าย น ำม ัน  เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  (30+ 2) ซ

รูปท่ี 43 ผลของอุณหภูมิต่อความรสถียรของส่วนใสท่ีได้จากน้ําเล้ียง*ช้ือ
โดย B. licheniform is F2.2 เม่ือนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 0%, 4° ซ และ
อุณหภูมิห้อง (30+2°) ซ
ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 ข้อ 2.15.3 การวิเคราะห์ความสามารถ 
ในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีในข้อ 2.9
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0 9----------------------------------------------------------------------------------------1-------------------------------------------------------------------------------------------- !---------------------------------------------------------------------------------------------1-------------------------------------------------------------------

1 2 3 4 5

ร ะ ย ะ เว ล า  (ช ั่วโมง)

—♦ — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น ำเล ีย ง !ช ื้อ  ท ี่ก าร เจ อ จ าง  100 เท ่า เม อ า]ม ท ี่อ ุฌ ห ภ ูม ิ 55 C 

—A— ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ีย ง เช ื้อ  ท ี่ก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 80 C 

—• — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง !ช ื้อ  ท ี่ก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า เม ื่อ บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 100 C

รูปท่ี 44 ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของส่วนใสที่ได้จากนาเล้ียงเชื้อ 
โดย B. licheniform is F2.2
ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 ข ้อ 2.15.3 การวิเคราะห์ความสามารถ 
ในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีในข้อ 2.9
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ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช ื้อ  เม ื่อ ท ำก าร เจ ือ จ าง  100 เท ่า

รูปท่ี 45 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด้ต่อความเสถียรของส่วนใสที่ได้จาก
นำเลยงเชอ โดย B. licheniform is ¥2 .2
ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 ข้อ 2.15.4 การวิเคราะห์ความสามารถ
ในการลดค่าแรงตึงผิว ทำตามวิธีในข้อ 2.9
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3. 4. 5 การศึกษาจุดวิกฤตของการเจือจางไมเชลล์ (critical micelle dilution, CMD)

จาก การศึกษาหาจุดวิกฤตของการเจือจางไมเชลล์ (CMD) โดยนำส่วนใส
ของอาหารที่ได้จากน้ัาเลี้ยงเชื้อ ในภาวะที่เหมาะสมมาทำการเจือจาง แล้วทำการวัดค่าแรงตึงผิว 
พบว่า จุดวิกฤตของการเจือจาง ส่วนใสของอาหารที่ได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อ ในภาวะท่ีเหมาะสม
คือ ท่ีค่า ความเจือจาง 80 เท่า ผลแสดงดังรูปท่ี 46

3. 5 การตรวจสอบ Profile ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ด้วยวิธี HPLC

เมื่อทำการตรวจสอบ Profile ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย
Bacillus licheniform is F2.2 ด้วยวิธี HPLC นำลำดับส่วนท่ีเก็บได้มาทำการ
ทดสอบค่าการกระจายนั้ามัน พบว่า จำนวนฑีคท่ีให้ผลทดสอบค่าการกระจายน้ํามันของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B acillus licheniform is F2.2 มีจำนวน 4 พีค ได้แก่ 
ท่ี RT 31.98, RT 34.32, RT 35.12 และ RT 37.12 ดังตารางท่ี 10 ในขณะท่ี
จำนวนพีคที่ให้ผสทดสอบค่าการกระจายนามัน ของเซอแฟกติน มาตรฐาน มีจำนวน 4 พีค 
ได้แก่ ท่ี RT 27.13, RT 27.93, RT 29.83, และ RT 31.09 ดังตารางท่ี 9
และ เมื่อทำการเปรียบเทียบโครมาโตรแกรมที่ได้กับ สารละลายเซอแฟกตินมาตรฐาน พบ
ว่า ลักษณะของโครมาโตรแกรม มีความแตกต่างกัน ดังนั้นจึงพอสรุปได้ว่าสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ ที่ผลิตโดย B acillus licheniform is F2.2 น่าจะเป็นสารคนละชนิดกับ
สารเซอแฟกติน มาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 47
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ร ะ ด ัน ค วาม เจ ือ จ าง

—♦ — ค ่าแ ร ง ต ึง ผ ิว ข อ ง ส ่ว น ใส ท ี่ได ้จ าก น าเล ี้ย ง เช อ

รูปท่ี 46 ผลของการหาค่าจุดวิกฤตของความเจือจาง (critical micelle dilution, CMD) 
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ โดย B. lichenifonnis F2.2
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ตารางท่ี 9 แสดงลำดับส่วน (peak) ที่ให้ผลการทดสอบค่าการกระจายนำมันของ
เชอแฟกดินมาตรฐาน เมื่อวิเคราะห์โดยวิธี HPLC

Retention time (RT) Oil displacement
(หน่วย)

27.13 0.7
27.93 2.84
29.83 3.80
31.09 1.33

ตารางท่ี 10 แสดงลำดับส่วน (peak) ที่ให้ผลการทดสอบค่าการกระจายนํ้ามันของ
สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดย B acillus licheniform is F2.2 เมื่อวิเคราะห์ 
โดยวิธี HPLC

Retention time (RT) Oil displacement
(หน่วย)

31.98 0.5
34.32 0.5
35.12 1.33
37.12 0.7
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STOP

( A )

47 โครมาโตรแกรมจากการวิเคราะห์โคยวิธี HPLC ของสารมาตรฐานเชอแฟกติน (A) 
และโครมาโตรแกรมของสารลคแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Æ. licheniform is F2.2 (B)


	บทที่ 3 ผลการทดลอง

